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R E S U M O
S U M M A R Y
Nos últimos anos o aumento da frequência de doentes com história de anafilaxia à
picada de himenópteros e testes convencionais negativos levou à aplicação de novas
técnicas no diagnóstico desta alergia como o Western blot e provas de provocação in
vitro, envolvendo a activação dos basófilos, com ulterior medição de mediadores como
a histamina e os sulfidoleucotrienos (CAST - Cellular Antigen Stimulation Test) ou
com a detecção de marcadores de activação na superfície celular por citometria de fluxo
(Flow CAST). Neste artigo revêm-se sumariamente estas técnicas e o seu valor no
diagnóstico deste tipo de alergia.
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HYMENOPTERA VENOM ALLERGY – NEW DIAGNOSTIC METHODS
During the past years, the number of patients with both anaphylaxis to hymenoptera
sting and negative IgE detected by conventional methods has been increasing. To
obviate this problem new assays have been tried, such as Western blot and in vitro
challenge tests involving basophile activation, with either the measurement of histamine
and sulphidoleukotrien released (CAST – Cellular Antigen Stimulation Test) or the
detection of activation markers on the cell surface with flow cytometric analysis (Flow
CAST). In this paper the principles of these assays as well as their diagnostic value in
hymenoptera allergy are briefly reviewed.




As picadas de abelha, vespa ou outro himenóptero
desencadeiam na grande maioria dos casos uma reacção
local ligeira e em cerca de 2 a 19% uma reacção local exube-
rante, necessitando apenas de tratamento sintomático. No
entanto, 0,8 a 5% da população desenvolve reacção anafi-
láctica ao veneno1. Segundo os critérios da Academia Eu-
ropeia de Alergologia e Imunologia Clínica1 e da Acade-
mia Americana de Alergologia, Asma e Imunologia2, além
de informações sobre medidas de evicção e utilização de
kit de auto-administração de adrenalina, é este último gru-
po que necessita de investigação ulterior para decisão
sobre a necessidade de imunoterapia com veneno.
O algoritmo diagnóstico da alergia a veneno de
himenópteros inclui a história de anafilaxia, e a demons-
tração da existência de IgE específica ao veneno do insec-
to agressor por testes cutâneos ou doseamento sérico
(figura 1).
com a referência da OMS para a IgE total no soro, a melho-
ria dos programas de controlo de qualidade intra-ensaio e
algoritmos de análise de dados mais precisos e quantitati-
vos. Verificou-se também uma melhor capacidade dos mate-
riais de adsorção alergénica, garantindo excesso de aler-
génios não solúveis e uma evolução nos reagentes, com
utilização de venenos de himenópteros mais purificados,
caracterizados e reprodutíveis, reagentes anti-IgE huma-
na mono e policlonal mais ávidos e específicos e utiliza-
ção de marcadores não isotópicos mais seguros2.
Fig. 1 – Algoritmo dignóstico  da alergia a veneno de
himenópteros segundo as guidelines das Academias Europeia
e Americana de Alergologia.
A identificação de um número cada vez maior de doen-
tes com reacções anafilácticas e testes cutâneos negati-
vos, tem preocupado cada vez mais os investigadores
dedicados a esta área e levou mesmo à alteração das
guidelines americanas em 2003, passando a incluir a repe-
tição dos testes cutâneos e a aceitar a IgE sérica específi-
ca ao veneno como um teste diagnóstico complementar
na decisão para iniciar imunoterapia (figura 2).
Não há dúvida que nos últimos anos houve uma melho-
ria da performance dos métodos serológicos de dosea-
mento de IgE sérica específica, quer na instrumentação
com uma maior precisão devido à automatização, a utiliza-
ção de métodos de calibração mais fáceis de comparar
Fig. 2 – Alterações recentemente introduzidas nas guidelines
Americanas (*id=intra-dérmicos)
Novos métodos de diagnóstico
Apesar de toda esta evolução, persistem casos de re-
acções anafilácticas com testes cutâneos negativos e IgE
sérica específica negativa. Este facto tem conduzido à uti-
lização de métodos alternativos no diagnóstico da alergia
a veneno de himenópteros.
Assim, nos últimos anos têm sido estudadas as capa-
cidades diagnósticas do Western blot nesta área.
Os extractos alergénicos são constituídos por uma
mistura complexa de proteínas, que podem ser separadas
electroforeticamente por SDS-PAGE e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. A incubação desta matriz com
o soro do doente e posteriormente com anticorpo
monoclonal anti-IgE, anti-IgG ou outro marcado com uma
enzima (ex. fosfatase alcalina) que reage com uma subs-
tância cromogénia entretanto adicionada, revela o padrão
de anticorpos específicos de cada indivíduo. Para uma
análise mais detalhada, é feito em seguida o scanning e a
avaliação qualitativa e semi-quantitativa por meio de
densitometria, para detectar as bandas. Medindo a dis-
tância de cada banda desde o ponto de aplicação do
corante, os pesos moleculares são calculados, de acordo
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com uma fórmula baseada em pesos moleculares standard
(figura 3).
ideal (70%), quando comparada com a obtida para os tes-
tes cutâneos (90%) e o doseamento de IgE sérica especí-
fica (93%). No entanto, se as bandas correspondentes ao
antigénio 5 e à hialuronidase, alergénios major do veneno
de vespa, fossem identificadas, a especificidade subia para
os 97% e 100% respectivamente. Estes resultados leva-
ram os autores a concluir que a superioridade do Western
blot no que respeita à sensibilidade e especificidade, faz
deste teste uma técnica com valor no diagnóstico da aler-
gia a veneno de vespa3 (Quadro I).
Recentemente têm sido aplicadas ao estudo da alergia
a venenos as provas de provocação in vitro, envolvendo a
activação dos basófilos, com posterior medição de media-
dores como a histamina e os sulfidoleucotrienos (CAST -
Cellular Antigen Stimulation Test) ou detecção de
marcadores de activação na superfície celular por citome-
tria de fluxo (Flow CAST).
Estes testes têm início com a separação de células com
um gradiente de densidade (ex. Ficol Hypaque) a partir de
sangue total anti-coagulado com heparina.
As células isoladas são incubadas com controlo nega-
tivo (solução salina), controlo positivo (anti-IgE) e
alergénios a testar (ex. veneno), por um período de tempo
definido e com um número pré-definido de concentrações.
Posteriormente, podem ser efectuadas várias medições
para identificar indivíduos em que os basófilos tenham
sido activados pela pré–incubação com veneno,
presumivelmente através da ligação do anticorpo IgE ao
receptor Fc epsilon4 (figura 4).
Os testes de libertação de histamina pelos basófilos5 e
o cellular allergosorbent test (CAST) 6 envolvem medi-
ções quantitativas de histamina pré-formada ou
sulfidoleucotrieno C4 produzido de novo respectivamen-
te, que são libertados quando o alergénio estabelece uma
Fig. 3 – Immunoblot de veneno de vespula de doente alérgico
a este veneno.
Este método permite obter uma informação mais deta-
lhada do que a pura detecção de anticorpos específicos
de veneno3. Além da confirmação da presença de bandas
alergénicas específicas, pode ser utilizado no controlo de
qualidade de alergénios, na análise de determinantes, na
estimativa de pesos moleculares, em estudos de inibição e
de reactividade cruzada e na monitorização de
imunoterapia.
Zollner et al em 2001, num estudo em 30 doentes alér-
gicos a veneno de vespa e, em 20 recém-nascidos e 30
indivíduos sem história de reacção sistémica ou local exu-
berante à picada de himenóptero que serviram como con-
trolo, verificou uma elevada sensibilidade (100%) deste
método, comparativamente aos testes cutâneos (87%) e
ao doseamento de IgE no soro (AlaSTAT microplate)
(90%). A especificidade, considerando o aparecimento de
uma única banda como resultado positivo, foi inferior à




Flow CAST sIgE Testes cutâneos Ref Veneno Doentes (n) 
Controlos 
(n) 




Adultos   30 
100% 70%       90% 93% 87% 90% 3 
Himenópteros 45 10   100%  89%  100% 100% 88%  85%  33 
Himenópteros 26 8     87% 86% 87% 91%     14 

























sen – sensibilidade; esp – especificidade; sIgE – doseamento de IgE sérica específica; Ref – referência 
Quadro I – Análise comparativa da sensibilidade e especificidade dos vários testes
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ponte entre duas moléculas de IgE na superfície dos ba-
sófilos. Contudo, o consumo de tempo e o custo destes
ensaios em dois tempos (a) incubação celular e (b)
quantificação de mediadores, tem limitado a sua aplica-
ção4 (figura 4).
Nos basófilos, foi demonstrada uma correlação estrei-
ta entre a expressão de CD63 e a libertação de histamina15.
O CD203c (ectonuclido pirofosfatase / fosfodiesterase
3) é expresso selectivamente na superfície de basófilos,
mastócitos e seus progenitores CD34+16-18 e aumenta a
sua produção em resposta à ligação de alergénios ou anti-
IgE a duas moléculas de IgE na superfície celular19,20.
Binder M e col. verificaram que após incubação de células
com veneno em doentes sensibilizados, a expressão deste
marcador aumentou 2 a 11 vezes em 27 dos 34 doentes
testados21 (figura 4).
Aspectos técnicos
Após separação das células com gradiente de densi-
dade e priming com IL3, para indução de uma maior liber-
tação de mediadores ou expressão de CD6322-24 e aumen-
to da sensibilidade do teste21,25, procede-se à incubação
com controlo negativo (solução salina), controlo positivo
(anti-IgE) e extracto alergénico nativo (veneno), ou
alergénio recombinante. Posteriormente, efectua-se a mar-
cação celular com anti-IgE-FITC (ou anti-CDw123-ficoeri-
tina) e para melhorar a identificação de basófilos, com anti-
CD45-PE-cianina (ou anti-HLA-DR-ficoeritrina-cianina 5).
Finalmente, os basófilos activados são marcados com anti-
CD63-PE (ou anti-CD63-FITC). Os basófilos são identifi-
cados como a única população de células que cora positi-
vamente para o CDw123 e negativamente para HLA-DR26.
Posteriormente os eritrócitos são lisados e os leucócitos
fixados. As percentagens de basófilos activados são
corrigidas, subtraindo a expressão espontânea de CD63
(controlo negativo) do valor obtido com a estimulação
alergénica27.
A quantificação de expressão do CD203c é compará-
vel ao método descrito acima, mas como a expressão de
CD203c é exclusiva dos basófilos no sangue periférico,
não é necessário a utilização de anti-IgE para identifica-
ção dos basófilos4.
O teste de activação dos basófilos é um teste in vitro
simples e rápido, e tem sido sugerido como procedimento
útil no diagnóstico de alergia alimentar12, a pólen28,
ácaros29, medicamentos30,31, látex32 e também na alergia a
himenópteros33.
Sainte-Laudy J et al em 2000 verificaram um aumento
de libertação de histamina e LTC4 em doentes sensibiliza-
dos a venenos, uma diminuição significativa da densida-
de de fluorescência e do número de células IgE positivas
e um aumento significativo de células CD63 positivas.
BEATRIZ TAVARES
Fig. 4 – Testes de activação dos basófilos.
Com a técnica de citometria de fluxo, tornou-se possí-
vel a análise das características fenotípicas e alterações
das células quando marcadas com anticorpos específicos
conjugados com fluorocromos ou corantes. Os fluorocro-
mos são usualmente excitados por luz laser e a fluorescên-
cia é emitida e quantificada por um ou vários fotomultipli-
cadores, permitindo a detecção simultânea de um ou vári-
os fluorocromos. A base do diagnóstico de alergia pela
citometria de fluxo é a quantificação de alterações na ex-
pressão de marcadores na superfície da membrana dos
basófilos. Estas células, quando encontram um alergénio
específico reconhecido pela IgE ligada ao receptor de su-
perfície FcεRI, não só segregam e geram mediadores
bioactivos quantificáveis, mas também aumentam a expres-
são de diferentes marcadores de superfície (ex. CD45, CD63,
CD69, CD203c) que podem ser detectados por citometria
de fluxo multicolor usando anticorpos monoclonais espe-
cíficos. Presentemente, os marcadores mais frequentemen-
te utilizados são o CD63 e o CD203c 4.
O CD63 (gp53) é membro da superfamilia transmem-
brana-4 e é expresso em diferentes células, como os basó-
filos, os mastócitos, os macrófagos e as plaquetas7,8. Nos
granulócitos em repouso, o CD63 está localizado nas mem-
branas dos grânulos intra-citoplasmáticos e praticamente
ausente da superfície celular9-11, mas durante a exocitose
quando as membranas dos grânulos se fundem com a
membrana celular, é translocado para a superfície celu-
lar12-14 (figura 4).
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O Flow CAST revelou uma grande sensibilidade (100%)
e especificidade (100%) comparado com a história clínica,
testes cutâneos e IgE sérica específica. A sensibilidade
para os testes cutâneos foi de 85% e para a IgE sérica
específica (CAP) de 88%; o Flow CAST e o teste de liber-
tação de leucotrieno C4 foram os testes mais sensíveis
(100%) seguidos do teste de libertação de histamina (89%).
Verificou-se ainda uma correlação estatisticamente signi-
ficativa entre o Flow CAST e a libertação de histamina e
leucotrienos (CAST) pelas mesmas células33.
Santos et al em 2002 contrariamente ao estudo ante-
rior, não encontraram resultados semelhantes para o CAST.
Verificaram no estudo efectuado em 14 doentes alérgicos
a venenos, existir uma boa correlação entre os resultados
de IgE específica detectada por testes cutâneos, serologia
e Western blot, não existindo no entanto, correlação signi-
ficativa entre estes três métodos e o CAST. Concluíram
que os resultados positivos no CAST levantam algumas
questões acerca da possibilidade de existência de meca-
nismos de activação celular não dependentes da IgE e
que o immunoblot pode ser um método adicional valioso
no estudo da alergia a veneno de himenópteros 34.
Lambert C et al,comparando o método de detecção de
CD63 nos basófilos activados por citometria de fluxo com
o teste de libertação de histamina em 26 doentes alérgicos
e oito controlos não alérgicos, verificaram existir uma gran-
de variabilidade na libertação de histamina nos diferentes
indivíduos, vários não respondendo à anti-IgE. O CD63
não foi expresso de modo significativo nos basófilos não
provocados, e a anti-IgE induziu a expressão de CD63 em
38,5 ±19,7% dos basófilos com grande variação (7,9 a
75,7%). A anti-IgE induziu 50,4 ±14,5% do total da
histamina celular (15 a 86%) existindo uma grande discre-
pância entre as respostas específicas ao veneno. Conclu-
íram que a sensibilidade e especificidade é semelhante nos
dois métodos na detecção de IgE específica nos basófi-
los, embora o significado clínico destes testes deva ser
elucidado com mais estudos14.
Eberlein-Koning B et al verificaram em 14 doentes alér-
gicos existir concordância em mais de 50% dos casos en-
tre os testes cutâneos e o CAST, o Flow CAST e o teste
de libertação de histamina, embora a correlação entre os
dois primeiros métodos tivesse sido maior do que entre o
CAST e o teste de libertação de histamina35.
Recentemente Erdmann et al e Sturm et al compararam
a detecção de CD63 por citometria de fluxo com os testes
cutâneos e a IgE sérica específica (CAP System). No pri-
meiro trabalho foi utilizada a técnica de marcação de basó-
filos com anti-IgE; no segundo, utilizaram o anti-CD123 e
anti-HLA-DR que obviam alguns problemas da técnica
clássica.
Erdmann et al estudaram 50 alérgicos e 20 controlos,
verificando uma sensibilidade de 92% para o teste de acti-
vação dos basófilos, 76% para a IgE sérica específica e
100% para os testes cutâneos. A especificidade foi mais
elevada para a IgE sérica específica (85%) em relação ao
teste de activação dos basófilos (80%). A reactividade à
IgE a veneno de vespa correlacionou-se positivamente
com o número de basófilos CD63+ (r=0,65)36.
Sturm et al estudaram 57 alérgicos e 30 controlos, ve-
rificando uma sensibilidade de 87,7% para o teste de acti-
vação dos basófilos, 91,2% para a IgE sérica específica e
93% para os testes cutâneos. A especificidade para o tes-
te de activação dos basófilos foi de 86,7% e para a IgE
específica de 66,7%. Nestes trabalhos, o teste de activa-
ção dos basófilos parece ser um método apropriado para
identificar doentes alérgicos a veneno de himenópteros
com uma sensibilidade comparável à dos métodos dia-
gnósticos standard26.
No quadro I comparam-se a sensibilidade e especifici-
dade dos vários testes segundo os diferentes autores.
O teste de activação dos basófilos baseado no CD63
parece ter várias limitações, comparativamente com o
baseado no CD203c: necessita de anti-IgE adicional para
identificar os basófilos; no entanto, os monócitos que
também expressam FcεRI e CD63 podem interferir. Pode
ainda equacionar-se o facto de a anti-IgE poder conti-
nuar a activação dos basófilos após estimulação
alergénica, mas este problema é obviado por arrefeci-
mento das células após estimulação alergénica e antes
de juntar anti-IgE-FITC. Outro factor apontado é o fac-
to de uma fracção de CD63 das plaquetas contaminantes
activadas poder ligar-se aos basófilos; contudo, as pla-
quetas não aumentam a expressão de CD63 com a
estimulação alergénica. Presentemente, a análise com-
parativa entre os dois métodos permite concluir pela
existência de uma correlação significativa4.
Os estudos com anti-CD123 e anti-HLA-DR podem
obviar alguns destes pontos.
Os testes de activação dos basófilos têm utilidade no
estudo de casos difíceis, mas como testes diagnósticos
secundários, pois exigem tratamento das amostras no pe-
ríodo de 24 horas, o que desencoraja o uso rotineiro. A
selecção do alergénio é importante e necessitam de ser
realizados com múltiplas concentrações de veneno para
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assegurar uma activação máxima. Existem falsos negati-
vos: cerca de 5% dos doentes têm fenótipo não libertador,
não reagindo ao controlo positivo (ex. anti-IgE); os basó-
filos podem estar em período refractário devido a exposi-
ção recente ao alergénio (4 a 6 semanas) e alguns medica-
mentos como os glucocorticóides, a ciclosporina A e os
imunomoduladores interferem nos resultados dos testes4.
Em conclusão o Western blot e os testes de provoca-
ção celular in vitro baseados na análise por citometria de
fluxo do CD63 e CD203c, bem como os baseados na liber-
tação de histamina e sulfidoleucotrienos parecem ter va-
lor no estudo de casos difíceis, mas devem ser considera-
dos como testes diagnósticos suplementares.
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